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癌細胞 の 転移に は Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解酵素が関与す る と言わ れ て い るが , 現時点では 腫瘍細胞 に お け る発現の 状態お
よ び転移能 と の 関連に つ い て 基本的情報が 不足 して い る . そ こ で Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン の 分解酵素で ある マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ
ナ ー ゼ (m atrix m etallopr otein a se, MM P)-2, M M P-3, M M P-9 お よ びメ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ 阻織 阻害国子 (tiss u einhibito r of
m etallopr otein a se, TIM P)-1, TIM P-2 の 発現が 細胞 の 転移能の 指標 とな り得るか を 検討す る目的 で, ヒ ト腫瘍由来培養細胞株
26種に おけ る ノ ー ザ ン 法に よ る M M Ps と TIM Ps の m R N Aの 発現と鶏卵法に よ る 転移能 と の 比較 を行 っ た . そ の 結 果 ,
M M P-2 は 間英系細胞 で ほ 9株全例に , 上 皮系細胞で は4/1 7例に 発現が み られた . M MP-9 は間菓系細胞 で7/9例, 上 皮系細胞
では2/17例 で 発現が み られ , こ の 二 者の 発現は 閉業系と 上皮系 で 有意な差 があ っ た . M MP-3 の 発現頻度ほ低く , 間菓系 で
1/9例 , 上 皮系細胞 で は2/17例 で あ っ た ■ TIM P-1 の 発現 レ ベ ル ほ 細胞に よ っ て 異な っ て い た . TIM P-2 は ほ と ん どの 細胞 で発
現が認め られた ･ 鶏卵法に よ る転移は , 間英系細胞の 3/9例 , 上皮系細胞の 2/17例 に 認め られ た . M M Ps と転移能 との 相関を検
討 した と こ ろ , 間葉系細胞で は転移 した細胞は全て M M P-9 を発現 してい た細胞 で あ っ たが , 上皮系細胞 で は転移が認め られ
た 2株で M M P-9 の 発現はな か っ た . M M P-2, M M P-3 の 発現ほ い ずれ の 細胞株に おい ても転移能 と の 相関 ほ み られ な か っ
た ･ 間菓系細胞 で M M P-9 を発現 して い た が転移 しな い 細胞ほ TIM P-1 の 発現が高く 仁 逆に 高転移性細胞 で ほ 3例中2例 に
TIM P-1 の 発現低下が認め られた ･ 以上 の 事か ら間実弟細胞で は M M PL9 の 発現昂進と TIM P-1 の 発現低下 が転移能と関連す
る事が示 され た . しか し 一 方 で , M M P-2, M M P-3 に つ い て は こ れ ま で 報告 され て い る転移能と の 相関が 必 ず しも 一 般的に 成
立 しな い 事が 判明 した .
Key w ords m atrix m etallopr otein as es(M M Ps), tyPe Ⅳ collage n ase, tissu e inhibito r s of
m etallopr otein a s e(TIM Ps), C an C er m eta StaSis,
癌の 転移に お い て 細胞外 マ ト リ ッ ク ス は 癌細胞 に よ る周辺敵
織へ の 浸潤に 対す る物理的障壁と して 働い て い る . 特に 細胞外
マ トリ ッ ク ス の 一 形態 で ある基底膜は癌細胞 の 問質 へ の 浸潤 ,
血管内へ の 侵入 , 血 管外 へ の 脱出の 際に 重要な障壁と な っ て い
るl ト 4). 癌細胞の 基底膜 へ の 浸潤 に は ま ず基底膜構成成分の ラ
ミ ニ ン
, フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン な どに 対 して 癌細胞が レ セ プ タ ー
を介して 接着 し , 次に そ の 接着部位に て 細胞 の 表面よ り蛋白分
解酵素 を 分 泌 し Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン な どの 主 要構成成分 を分解
し5)8), 最後に 癌細胞 が移動 して い く , と い う 3段階説が考 え ら
れて い る7).
細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 構成成分を分解す る酵素は多く報告 さ
れて きて い るが , な か で も マ ト リ ッ ク ス メ タ P プ ロ テ ナ ー ゼ
(m atrix m etallopr otein a se s, M M Ps)と い う 一 群の 酵素群 が重要
な役割を持 つ と考え られて い る8)9). M M Ps ほ (1) 細胞外マ ト
リ ッ ク ス 構成成分を分解す る蛋白分解酵素 で , (2) ア ミ ノ 酸配
列の 相同性を有 し, (3)活性部位 に 亜 鉛イ オ ン をも ち , (4) 前駆
体(不活性型) で 分泌され , (5) 特異的な阻害因子 で ある メ タ ロ
ブ ロ テ ナ ー ゼ 魁織阻害国子(tis su einhibitors of m etallopr otaト
n as e, TI M Ps) に よ っ て 活性が 阻害 され る . M M Ps は それ ぞれ
異 な っ た 基質特異性を もち , Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解に 関与する
の ほ Ⅳ型 コ ラ ー ゲナ ー ぜ 0) と M M P-3(ス ト ロ メ ライ シ ン)11 卜 ■射
で ある . Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ に は72 キロ ダ ル ト ン (kilo Dalto n,
k D)の M M P-2(72k D ゲラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ 塑 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ)14H5)と
92k Dの M M P-9(92k D ゲラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ナ ー
ゼ)
16)17) がある . 研究の 初期に は M M P←2 と M M PT9 の 区別が さ
れ て い な い こ と もあ っ た が現在は そ れ ぞれ 精製 され そ の 遺伝子
が ク ロ ー ニ ン グ され て い る .
Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン ほ基底膜の 主 要構成成分であり , Ⅳ 型 コ ラ ー
ゲ ン の 分解 に た ずさわ る 3つ の 酵素 M M P-2, M M P-3, M MP-9
ほ 癌の 転移 の 際に 重要な役割を は た し て い る と 考え られ て い
る
t8)18)
. Ⅳ型 コ ラ ー ゲナ ー ゼ の 発現は正 常細胞で は低く , 高転移
能を有す る癌細胞 で増加 し2嘲 , が ん 遺伝子導入 な ど に よ っ て
A bbre viatio ns ‥A T P, aden o sin etriphosphate; CD N A, C O mplem e ntary D N A;CsCl, C e S eu m Chlori de; d C T P,
deo xy- Cytidine triphosphate; E D T A, ethyle n edia minetetraac etic acid; E G F, epider m al gro wth factor; G T C,
gu anidine thio cyanate;Ⅰし1, interleukin-1; kb, kilo bas epairs; kD, kilo Dalto n; m R N A, meS S e ngerRNA;
M MPs･ m atriⅩ m etalloproteinases; M N N G, N- m ethyトN
･
- nitr o- N- nitros ogu anid ine; M O P S, 3- N～ Morpholin0-pr OP-
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生 じた 転移形質 の 変化 と Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ の 発現 が 相関す
る
22 卜 2T)
と報告 されて い る . ま た , 実験的に再構成 され た基底膜
へ の が ん細胞 の 浸潤ほ , キ レ ー ト剤や Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ に 対
す る抗体を 用 い て Ⅳ塾 コ テ ー ゲ ナ ー ゼ の 活性を 阻害す る こ と に
よ り抑制 され る
凶卜3 0) と の 報告もある . しか し こ れ らほ 一 な い し
数種煉 の 高転移株 に おけ る結果 で あ り, そ の 細胞系で言 えた 事
が ど こ ま で 一 般化 で き る か明 らか で は な い .
ま た MMPs の 酵 素活性 を阻害す る TIMPs に は TI M P-
1叩 2}, TIM P-23n 34)が 報告 され て お り , TIMPrl, TI M P-2と もに
性型 M M Ps と 結 合 し , 酵 素活性 を 阻害 す る . そ の う え
TI M P-1 ほ M M P-9 の , TIM P-2 ほ M M P-2 の 前駆体 とも1対
1 に結合 し で
7)35卜 3B)そ の 活性化を調節する . よ っ て M M Ps の 活
性は M M Ps の 活性型 の 量ばか りで なく TIM Ps と の バ ラ ン ス
の う え で考 え なけ れ ばな らな い .
以上 の よう に 腫瘍細胞に お け る M M Ps, TIMPs の 一 般的 な
発現の 状態 , お よび 転移能と の 関連 に つ い て は 系統的な基礎的
情報 が 不 足 して い る の が 現状 で あ る . そ こ で 今 回 著者 は ,
M M Ps の 発現は 各種の 培養細胞 でどの く ら い の 頻度 で み られ
るか , そ の 発現 ほ細胞 の 種類や由来する臓器 に よ り特徴 はある
か , な どの MMPs の
一 般的 な発現の 状態 お よ び転移能 と そ の
発現 の 相関の 有無を知 り, M M Ps の 発現 は 転移能 の 指標 と な
り得る の か , を 検討す る為 に , Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン の 分解に 関わ る
酵素 , M M P-2, M M P-3, M M P-9 お よ び そ の 阻 害 物 質 ,
TIM PTl, TI M P-2 の と = 瞳瘍 由 来培 養 細 胞 株に お け る
m e ss e ngerR N A(m RN A) 発現の 状態を調べ た . 26種(間英系細
胞 9扶 , 上 皮系細胞1 7株) の 細胞株を対象 と した ･ ま た 鶏 卵法




1 . 使用細胞とその 培養条件
使用 した 培養細胞はす べ て ヒ ト細胞由来で ある . 線維 肉腫由
来 H TlO80, 骨 肉腫由来 M G-63, U-20S, S K-E S-1, S A O S-2,
H OS, K H O S 312 H, M N N G/H O S, 胃 癌 K A T O Ⅲ, 大 腸 癌
C O L O320, 膀胱癌 T 24, 咽頭癌 Hep-2 はア メ リ カ ン タ イ プ カ
ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ 社 (M ayla nd, U S A), N U G C-4 はJC R B細
胞 バ ン ク (東京)よ り入 手 した . そ の 他の 細胞 の うち胃痛由来細
胞 K K L S, N K PS ほ 当教室で樹立 され たも の で , NAKAJIM A,
S T-K M は, 神奈 川が ん セ ン タ ー , M K N 28 は福島医科大学 一 鈴
木博士 よ り供与を うけた . 肺 癌細胞 P C-3, PC-6, P C-8, P C-9,
Pじ13, QG-56 は国立九州 がん セ ン タ ー , 麻生博 士 よ り供与 さ
れ た . 悪性織維細胞腰由来 の M F HbS T ほ神奈川県 が ん セ ン
タ ー , 矢野間博士 よ り , 腎細胞癌 K N 41 ほ, 金 沢大学泌尿器
科, 久住教授 よ り供与され た ∴K M S-6細胞は ヒ ト胎児阻織 よ り
分離培養 された線維芽細胞であり , K M S T ほK M S-6 細胞に
腺照射を行 い 不 死化 させ 樹立 した培養絆
8} で , 兵庫医科大学 ,
難波博士 よ り供与され た . K M S T
-raS は K M芦丁 細胞に活性型
c胡イ aS 痛遺伝子を導入 して鱒質転換 した細胞株で金沢大学 が
ん研究所 ウイ ル ス 都田 中博士 よ り供与 され た . 以上 の 細胞は す
ベ て , 10% 非動化ウ シ 胎児血清(M . A . Biopr odu cts, Walkers-
ville, U S A), 0.2m g/ml カ ナ マ イ シ ソ (和光, 大阪 : 以下, 試薬
煩 で特 に 記載の な い もの は 当社の 製品を用 い た . )を 含む ダ ル
ベ
ッ コ 変法イ ー グ ル 培地(日水 , 東京)を培養液 と し, 炭酸 ガス
培養器 に て37 ℃, 5% C O2 存在下で培養 した ､
Ⅱ . m R N Aの解析
1 . 全 R N Aの 抽 出
直径 1 5c m の 細 胞 培養 用 デ ィ ッ シ ュ (FA L C O N,
jers ey, U S A) に て 細胞を培養 しほ ぼ 一 面 に 増殖 した 時点で 採取
した . 採取 した 細胞を 10m M リソ 酸緩衝液(phosphate-buffer-
ed s aline, P BS) に て 2 回洗浄 し, 2 0ml の gu a nidin ethiocya-
nate 溶 液 (G T C溶液) [4 M Gu a nidin ethio cya n ate (Fluka,
Bu chs, S witz e rla nd),25m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム , 0.5% N- ラウ
ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸ナ トリ ウ ム , 0.1 M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル】 を 加えて , 十分に 懸濁す る . 懸濁 した 試料を18ゲ ー ジ の 注
射針 を十数回通 して
.
D N Aを 分断す る ･ ポ リ ア ロ マ ー 遠心
チ ュ ー ブ (ペ ッ ク マ ン ジ ャ バ ソ , 東京) に 10ml の 塩化セ シ ウ ム
溶液(c e s eu m chloride, CsCl)[5.7 M CsCl, 0.1 M エ チ レ ン ジア
ミ ン 四酢酸(ethyle n edia min etetr a a c etic a cid, E D T A)]を 入れ ,
そ の 上 に 試料 を 重層す る . ペ ッ ク マ ン S W 27ス イ ン グ ロ ー タ ー
(ペ ッ ク マ ン ジ ャ バ ソ) に て , 20 ℃, 27,00 0rpm , 22時間超遠心
後 , 上 清を D N Aの バ ン ドの 下ま で 除く . CsCl層の 液面よ り少
し上 で チ ュ ー ブを 切断 し , 液を 除く . R N Aの 沈澱 を70% エ タ
ノ ー ル で すす い だ 後 , 沈澱を､1 ml の 蒸留水に溶解 した . 1/1 0
容量の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液(pH 5.5) を 加 え , 次い で
2.5容量の エ タ ノ ー ル を加 え , 一 郎 ℃ に20分放置 し エ タ ノ ー ル
沈 澱 を 行 っ た . 沈 澱 を 1 ml の Tris E D T A(T E) 【10m M
tris.hydr o xym ethyl-a min o m etha n e(Tris)-H ClpH 8■ 0, 1m M
E D T ApH 8.0]に 溶解 し , 260n m の 吸光度 を測定 し総 R N A濃
度を求め た .
2 . m R N Aの 抽出
90FLl の 全 R N Aに 対 して 10FLlの 割合で 5 M NaCl を加え,
こ れを 6m g の オ リ ゴー d Tセ ル ロ ー ス (フ ナ コ シ , 東京)と 混合
し室温 で 1 時間ゆ っ く り振と う して mR N A をセ ル ロ
ー ス に 吸
着 させ た . 次 ぎに 遠心 して 得 られ た沈澱を0.1% ドデ シ ル 硫酸
ナ ト リ ウ ム (s odiu mdode cyls ulfate, S D S)に 溶解 し37 ℃で 5分
間反応 させ て 吸着 して い る 皿 R N Aを 溶出させ た . 最後に 遠心
して セ ル ロ ー ス を除 き, m R N Aを含 む上 清を 回 収 した .
3 . ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法
1検体に つ き全 R N A 20FLg に 相 当す る m R NA を用い , こ
れ を50%ホ ル ム ア ミ ド (ナ カ ラ イ テ ス ク , 京都), 1 7･5%の ホ ル
マ リ ン を 含 む 2 % 3-N-Mo rpholin o-pr Opa n eS ulfo nic acid
(M O P S) (pH 7.5)に 溶解 し65 ℃で10分間反応 させ て m RN Aの
高次構造 を崩 した 後 , 1.0% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 2% M OP S中
で 電気泳動を行 っ た . 泳動終了 後 の ゲ ル ほ 1 0 Ⅹ Salin e sodiu m
cit, ate(S S C)(3M NaCl,0.3 M Trisodiu m citrate)に 浸 し15分間
室温でゆ っ く り振と う させ た 軋 20Ⅹ SS Cを 使用 して イ モ ビロ
ン N フ ィ ル タ ー (M illipore, Bedford, U S A)に 転写 した . 転写後
の フ ィ ル タ
ー を 10 ⅩS S Cに 5分間浸 した 後 , U V ス トラ ク
ー
リ ン カ ー 1800(フ ナ コ シ)を 用 い て波長254n血 の 紫外線1200
マ
an e s ulfo nic acid; P BS, phosphate -buffured saline; P C R, polym er ase chain rea ctio n; S D S, S Odiu m do
de cyl
s ulfate; SS C, Saline sodiu m citrate; T E, Tris E D T A; TI M Ps, tiss u einhibitors of m etalloprotein as e; T N F
- a ･
tu m or ne cro sis factor a ; T P A, 12-0-tetradec a n oylphorboト13
-aCetate; Tris, ･tris-hydro xym ethyl
- a min o methane
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イ ク ロ ジ ュ
ー ル を 照射 し m R N A をフ ィ ル タ ー に 固定 した .
4 . プ ロ ー ブの 作成
本実験で使用 した プ ロ
･ - ブ 用 D NA を含 む プ ラ ス ミ ッ ド ,
M MP,2, M M P-3, M M P-9, TIM P-1, T IM P-2, Actin 遺伝子 は全
て金沢大学が ん研究所ウ イ ル ス 部清木元胎教授 よ り分与 され
た.
MM P-2遺伝子は制限酵素 EcoRl(制限酵素矯 はす べ て 宝酒
j乱京都を用 い た), Ba mHlで 切 り出され る1.5 キロ 塩基対(kilo
ba sepairs, kb) の 相補的 D N A(c o mple m e ntary D N A, CD N A),
M M P-3 遺伝子は Sa cl, Ⅹhol で 切 り出され る 1.4kbの CD N A,
M M P-9 遺伝 子 は Pstl, Ec oRl で切 り 出 さ れ る 1 . 2 kbの
cDN A, TIM P-1 遺伝子ほ Clal, Ba mHlで 切り 出され る 6 00 bp
の CD N A, TIM P-2 遺伝子は Ec oRl, Bgl Ⅱ で 切り 出される 690
bp の CD N A, Actin 遺伝子 は Pstl で 切 り出 さ れ る 1. 2kbの
cD NA である .
これ らの D N A を そ れぞれ 25ng ず つ マ ル チ プ ラ イ ム ･ ラ ベ
リ ソ グ ･ キ ッ ト(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京)に て 【α-32Plデ
オキシ シ ト シ ソ 三 リ ン 酸 (de o xycytid ine triphosphate, d C T P)
(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン)を 用い て標識 し2.0 - 5.O C P M/〟g の
比活性を持 つ プ ロ ー ブを 得た .
5 . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
m R N A を固定 した フ ィ ル タ ー を 5 0% ホ ル ム ア ミ ド , 4 Ⅹ
SSC, 5 Ⅹ デン ハ ル ト液 (1% ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン , 1 %ウ
シ ア ル ブ ミ ン , 1% フ ィ コ ー ル), 0.1%S D S, 20/∠g/r山 変性サ
ケ精子 D N A(べ - リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山 之 内 , 東 京), 200
Jlg/mipolyA(コ ス モ ･ }ミイ オ , 東京)か らな るプ レ ハ イ プリ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ 液 5mlと共に プ ラ ス チ ッ ク バ ッ ク に 入 れ , 42 ℃ で
4時間反応 させ た . 続い て こ の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液
を捨て Imlの ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 (プ レ ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ソ 液 に 標識 した プ ロ ー ブ 10ng を加 えた もの)を入 れ ,
42 ℃ で1 6時間反応 さ せ た .
反応の 終了 した フ ィ ル タ ー は まず 1 ⅩS S Cに て 室温15分間で
洗浄 し, さら に 0.2Ⅹ S S Cに て68 ℃で30分間, 2回洗浄 した .
洗浄後 の そ れ ぞれ の フ ィ ル タ ー の 放射活性に 準 じて - 80 ℃で 3
時間か ら240時間の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 試 行 し た . な お
検出され る断片の 大き さの 評価 ほ ア ガ ロ ー ス 電気泳動の 際に ,
Hind Ⅲ で 切 断 し [α←32p] dC T Pに て 標 識 し た 入 D N A約
100ng を標準 と して 同時に 泳動 しそ の 位置 か ら計算 した .
Ⅲ . 鶏卵法に よる転移能検定崎
1 . 鶏卵法
授精鶏卵(Plym o uth Rock x White Leghor n)は後藤ふ卵場
(岐阜)よ り購 入後 , 加湿 したふ 卵器内3 7℃ で ふ 卵 した . ふ 卵
11 日 日の 鶏卵を 透光 し渠尿膜の 血管 を確認 し, 血 管の 発達 した
部位に て 回転式の ヤ ス リ を用い て 卵殻膜 に 約 1c m 四 方の 傷 を
つ け , ピ ン セ ッ ト で 卵殻を除去 した . 露 出 した 卵殻膜 に 流動 パ
ラ フ ィ ン (M erck, Dar m stadt, Ger m a ny)を塗布 して 血管 を見や
すく して , 30 ゲー ジ針を つ けた 注射器 を用 い て 10
6
個の 腫瘍細
胞を紫尿膜の 血 管内に注入 した . な お 腫瘍細胞 ほ 1 ×10
7
個/
ml の輝度 に 調製 した .
腫瘍注入 後7 日 目に 鶏卵を解剖 し , 鶏卵 胎児よ り肝臓を取 り
由した .
2 . D N Aの 抽出
肝臓を鋏に て細切 した後 20ml の G T C液を 加え素早く ホ モ
ジナ イザ ー (ヤ マ ト科学 , 束京)に て ホ モ ジナ イ ズ した . 先の 方
法 と 同様 に超遠心 を 行い 全 R N A を抽出 した . こ の 時遠心後 の
チ ュ ー ブ よ り D N Aの 層を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト に て取 り出 し透
析チ ュ ー ブ(三 光純薬, 東京)に つ め 5 Lの T E隼て24時間透析
を行い D N A を抽出 し260n m の 吸光度を測定 し濃度を求め た .
3 . 試験管内 D N A増幅反応(polym e ra se ch ain re a ctio n,
P C R) 法
鶏卵胎児肝臓よ り抽出 した D N A IFLg を 鋳型 と して PC R法
に て ヒ トβグ ロ ビ ン 鎖遺伝子 を増幅 し転移巣の 有無 を検出 し
た . 1検体5 0/上1 に て熱変性94 ℃ 2分 , ア ニ ー リ ン グ55 ℃1分,
伸長反応72 ℃ 1分を25サ イ ク ル 繰 り返 した . ヒ トβグ ロ ビ ン 遺
伝子 の プ ラ ス 鎖 A G A G C C A T A T TGC TA CA 20塩基, マ イ ナ
ス 鎖 T A T G A C A T G A A C T T A A 2 0塩基を プ ラ イ マ ー と して
5 67塩基対の P C R産物を得た . な お プ ラ イ マ ー およ び プ ロ ー ブ
と して 使用 した 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 金沢大学が ん研究所
化学療法部遠藤良夫博士 よ り分与を受けた .
4 . サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法
PCR 法に て得 られ た試料を 6%ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に て 電
気泳動 した . 泳動を 行 っ た ゲ ル を0.1規定の 水酸化 ナ ト リ ウ ム
水溶液内に て10分間振とう して ア ル カ リ変性を行 っ た . セ ミ ド
ラ イ 式 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ装置(マ リ ソ ル , 東京) を 用
い 15 V定電圧 , 2 時 間 に て , イ モ ビ ロ ン N フ ィ ル タ ー
(M illipore, Bedfo rd, U SA)に 転写 した . 転写後の フ ィ ル タ ー を
は 10 Ⅹ SS Cに 5分間浸 した 後, U V ス ト ラ タ ー リ ン カ ー 1800
(フ ナ コ シ) を 用い て 波長 254n m の 紫外線1 200マ イ ク ロ ジ ュ ー
ル を照射 し D N A をフ ィ ル タ ー に 固定 した .
5 . プ ロ ー ブの 作成
P C R法に よ り増幅して得 られ る567塩基対内で 特異性の 高い
配列を プ ロ ー ブ と して 使用 した . 20塩基(A C A C A A C T G T G T-
T C A C T A G C)の 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 10pm ole を T 4 ポリ
ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ を 用 い て , 5
' 末端 O H基を 【γ-3刊
ade n o sin etriphosphate(A T P)(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン)に て 標
識 した .
6 . ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ
D N A を固定 した フ ィ ル タ ー を ラ ビ ヅ ド り ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン ･ バ ッ フ ァ ー (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン)2mlと共に プ ラ ス
チ ッ ク バ ッ クに 入れ , 68 ℃で 1時間反応さ せ た . 続 い て こ の プ
レ ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液を捨て , 1ml の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 液 (ラ ビ ッ ド ･ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン ･ バ ッ フ ァ ー に
標識 した プ ロ ー ブ を加 え たもの) を入 れ , 42 ℃で 4 時間反応 さ
せ た .
反応 の 終ア した フ ィ ル タ ー は まず 2 X S S Cに て 室温15分間で
洗浄 し, さ らに 2X S S Cに て55 ℃で15分間, 2 回洗浄した . 洗
浄 後 の そ れ ぞれ の フ ィ ル タ ー は , イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー
B A lOO(富士 フ ィ ル ム , 東京)に て 放射活性を定量 した . な お 検
出され る断片の 大きさ の 評価 は ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 の 際
に , Sau3 A で切断 し【α一32P]dC TP に て 標識 した pu c19プ ラ
ス ミ ッ ド D NA 約1 00ng を標 準と して 同時 に 泳動 しそ の位置か
ら計算 した .
7 . 転移能の 評価
腫瘍細胞を注入 して い な い 鶏卵胎児 よ り抽出 した DNA に
H Tl O80 細胞 よ り抽出 した D N Aを 1 0
~ 1 ～ 10~5〃g まで の10倍
段階希釈畳を そ れ ぞれ 加え∴総 D N A量 1 〃g と した もの を 鋳
型 D N Aと して P C R法を行 っ た . P C R産物を サ ザ ン プ ロ ッ ト
ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ソ 法に よ り検出 し, その 放射活性よ り標
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準曲線を得た . 各検体の 放射活性を標準曲線 よ り鋳型 DNA l
〟g 当た りの D N A量に 換算 し , 転移能を 評価 した . 1/J g 当
た り10ng 以上 を転移 + , 0.5 ～ 10ng/〃g を ± , 0.5ng/Ae g 以
下を - と した .
成 績
Ⅰ . ヒ ト培養細胞 に お け る M MPs お よび そ の 阻害因子 の
m R N A発現
1 . ヒ ト培養細胞26株 に おけ る発現
1)M M P-2, M M P-3, M M P-9 の m RNA 発現( 図1 . A)
ヒ = 阻瘍由来培養細胞26株 に つ い て M M Ps の m R N A発現
を ノ ー ザ ソ ブ ロ ッ い ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法に て 検討 した .
間葉系細胞 は , H T lO80, M F H-S T, お よび骨肉腫 7株 , 上皮 系
細胞 は胃癌 7株 , 肺癌 6株 , そ の 他4臓器の 腫瘍由来細胞を対
象と した . M M P-2 と M MP-9 に お い て 間菓系と 上 皮系で は そ
の 発現は 明 らか な 差を 示 した . M M fし2 は間菓系 の 細胞 で は 9
株全 て に そ の 発現が み られ た が , 上 皮系 の 細胞 で 発現があ っ た
もの は , 17株中 4株に すぎず , M M P-9 の 発現も間菓系腫瘍細
胞で は 9株中 6株 と高頻度に 発現 して い た が 上 皮系に お い て は
そ の 発現の み られ た もの は , 2細胞(N K P S, P C-8)だけで あ っ
Fig.1. Expr e ssio n of m R N A forty pe Ⅳ c ollage ndegr ading
m etalloprotein a se s a nd TI M Ps in v ario u stu m or c e11s.
Northern blots of m R N Aisolated fr o mhu m a ntu m or c e11
1in esin c ultur e w er ep rfor m ed, La n e sl to 9 are c el11in es
Origin atlng fr o m m e s e n chym altu m or s a nd la n eslOto 26
ar efro m epithelial tu m ors. 20FL g Of e a ch sa mple w as





. A, Northern blots w er e
hybridiz ed with
32
P-labeled cD N Apr obe s of M M P-2,
M M P-3, M M P-9 a nd Actin . Mole c ula r size s of the
tr a n s cripts ar e3.1 , 2 .O a nd 2 .8 k b fo r M M P-2, M MP-3
a nd M M P-9 r espe ctiv ely. B, Norther n blots w er e
hybridiz ed with
32P-labeled cD N Aprobe s of TI M Pql,
TIM P･2. M olec ular siz e s of the tr a n s cripts a reO. 9 k b for
TIM P-1 m R N Aa nd tw o m ess ages of 3. 5 a nd l.O k b for
TIM P-2 mR N A. Cel1 1in es :La n el, H T lO 80; lan e 2,
M S HqS T; la n e3, S A O S-2; la n e4, S K- E S-1; 1a n e5,
M G-63;1a n e6, U-20S;la n e7, K H O S312 H;1a n e8, H O S;
1a n eg, M N N G/H OS;la n這10, M K N-28;la n ell, S T- K M;
la n e12, N A K AJIM A;1a n e1 3, K A T OIII;la n e14, N U G C-
4;1a,n e15, N K P S;lane 16, K K L S;1a n e1 7, QG-56; lan e
18, P C-13;1a n e19, P C-9;lane 20, P C-8; 1a n e21, P C-6;
1a n e22, P C-3;1a n e23, C O L O 320; la ne 24, Hep-2; 1an e
25, T 24;1a n e26, E N 41.
た ･ M M P-3 の 発現は検討 した 2 6株中 3株 (M G-63, N KP S
,
PC-8) の み で み られ , 他の M M Ps に 比 して そ の 発現が 限られ
て お りか つ 弱か っ た ･ 上 皮系の 細胞 で M M P-3 の 発現が みられ
た N K P S, P C-8 で ほ, M M P-9 の 発現が同時 に 認め られ た .
2)TI M P-1, TIM P-2 の 発現(図1 . B)
TI M P-1 の 発現は ほ と ん どの 細胞 で み られ た が , そ の 発現量
に ほ細胞間 で か な り差 が あ り , 約半 数の 細胞 に て 低下 して い
た ･ TI M P-1 は M M Ps の 活性型 と複合体を作 りそ の 酵素活性
を阻害す る ･ M M P-9 と ほ そ の 前駆体 と特異的に 1 : 1 の 複合
体を形成す る】7)35)と され て い る が , 培 養細胞 に お け る TIM P-1
の 発現の パ タ ー ン と M M P-9 の 発現 と は 特 に 関連 ほ み られ な
か っ た . 一 方 TI M P-2 は▲ TI M P-1 同様 M M Ps の 酵素活性を
阻害 し, M M P-2 の 前駆体 と 1 : 1 の 特異的複合体 を形成す
る35)
～ 3さ) こ と が 報告 され て い る . TIM P-2 の m R N A と して1.0
Fig. 2. Expr e ssio n of Meta1lopr otein a se s mR N A in H OSa nd
their tr an sfor m a nts. No rther nblots w e reperfor m ed with
mR N A fr o mhu m a n o ste os ar c om a(H OS) (1an el), r eV erta-
nt of H O Sc eIIs transfor m ed by Kirste n m urin e s arc orna
viru s, K H O S 312 H(1in e2) a nd H O Sc e11s tra n sfor m ed in
vitr o by N-m ethyl-N
'
-nitr o-N-nitro s ogu a nidin e (M N N G),
M N N G/H O S(1a n e3). Pr obe s w er e32P-1abeled cD N As as
in Fig. 1.
Fig. 3. Expr e ssio n of M M P-9 m R NA in h占m a nembryo nic
fibr obla sts tr a n sfor m ed with c-H-r aS. Norther nblots w ere
perfor med with m R N A
~fro mhu m a n e mbryo nic fibr oblasts
(K M S-6), C ells im m ortaliz ed by T-r ay irr adiatio n(K M ST-
-6), a nd c e11s tra n sfor m edby tr an sfe cting c- H-r a S O n COgen e
(K M S TTr a S). Pr obes w er32P-Iabeled cD N As a sin Fig. 1･
M M Ps の 発現と転移能
kb および 3.5kb二 つ の 転写物 が得 られ , こ れ らの 発現は 間葉
風 上皮糸共に 広範 に ほぼ同程度 に み られ , M M P
-2 の 発現 と
は関連も認め られ なか っ た .
2 . H OS細胞 お よ びそ の 形質転換株 に お ける M M Ps の 発現
(図2)
間菓系細胞 H O S は骨肉腫由来 の 細胞で造腫瘍性 の な い こ と
が報告 され て い る . K H O S 312 H は H OSを Kirste n rnurin e
s ar co m avir u sに よ り 形 質転換 した も の の 復 古体 で あ り ,
MN N G/H OS は HO S細胞 を発 ガ ン 物質 で あ る N- m ethyトN'-
nitr o- N- nitr os ogu a nidin e(M NN G) に て 処理 を 行 い 形質転換 さ
せた株で ある
41)
. こ れ らの 細胞株に お い て M M P,2 は M N N G/
HO Sだ けでなく H O S, K H O S 31 2 H細胞 に て も程度 の 差は あれ
発現が見られ るの に対 して , M M P-9 ほ H O S, K H O S 312 Hで 発
現は ほと ん どみ られず , ヌ ー ド マ ウ ス に おけ る造腫瘍性を持 つ
M N N G/H O Sで そ の 発現が強く認め られ た .
3 . ヒ ト胎児由来線維芽細胞の 形質転換 と M M Ps お よ び そ
の阻害因子の 発現(図3)
K M S-6 はヒ ト胎 児 よ り 分離培養 さ れ た 線維芽細胞 で ,
K M S T はK M Sに T線照射を行 い 不 死化 し株化 した も の
38)
,
KM S T-ra Sほ K M S Tに c-H-r a S遺伝子を導入 して 形質転換 し
たもの で ある . ヌ ー ド マ ウ ス に お い て K M S T-ra Sは 造腫瘍性を
示すが K M S-6, K M S T にほ造腫瘍性ほ み られ な い . ノ ー ザ ソ プ
ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に て M M P-2 の m R N A発現は
線維芽細胞 である K M S-6 に て もみ られ発現 レ ベ ル に 差 は な
か っ た . 一 方 M M P-9 ほ K M S-6 では発現ほ み られ ず , 造腫瘍
性を有する K M S T-r aSに お い て 高 い 発現が み られ た . M M P-3,
















Ⅲ . 鶏卵法に よる転移能の測定( 図4 , 表 1)
ヒ ト 腫瘍由来培養細胞 の 転移能を鶉卵法に よ り検討 した と こ
ろ , 間菓系細胞 で は HTl O80,S K-ES-1, M N N G/H O S, 上 皮系で
は K K L S, T 24 細胞 に て ヒ トβ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 に 由 来す る
P CR 産物 が検出され , 肝臓 に 転移 した ヒ ト腫瘍細胞 の 増殖 が
確認 され た . サ ザ ン ブ ロ ッ い ､ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る
P C R産物 の 放射活性を鋳型 D N A IFl g 当た りの H Tl O80細
胞 の D N A量に 換算 して転移能を検討 した . 上 記の 5細胞ほ転
移 +(10ng/FL g 以上), M G-63, P C-8, Hep2, C O L O320 は ±
(0･5 - 10ngル g), そ の ほか の 細胞で は 転移 - (0.5ngル g 以
下) で あ っ た . 間英系で こ れ ら 転移 が 認 め ら れ た 細胞 で ほ
M M P-9 の 発現 が み られ , 特 に H T lO80, S K-E S-1 細胞 で ほ
M M P-9の 発現 は高く , TIM Prl ほ発現が低か っ た . 3細胞と も
M M P-2 の 発現ほ中程度み られ , M M P-3 の 発現ほ 認め られ な
か っ た . 転移 が認め られ な い 細胞の うち H O S, K H O S 312 H で
は M M P-9, M M P-3 の 発 現 は み ら れ な か っ た . S A O S-2,
U 2 0 S細胞で ほ M M P-9 は発現 して い る が TI M P-1 の レ ベ ル が
高か っ た . 先に 述べ た ように M M P-2 の 発現 は間葉系細胞で恒
常的に み られ て お りそ の 発現量と転移能 と は 関連 は み られ な
か っ た .
一 方 , 上 皮系細胞で 転移巣形成が み られ た K K L S, T 24細胞
で は M M Pq2, M M P-3, M M P-9 い ずれ の 発現も み られ な か っ
た . K K L Sで は TI M PTl の 発現ほ低か っ た が , T 24細胞 で ほ 中
程度の 発現が認 め られ た . ま た , M MP-9 の 発現 が見 ら れ た
N K P Sで は転移 がみ られ な か っ た . M M P-2 の 発現が み られ た
N UGC-4, Q G-56, K N 41も転移は認 め られ な か っ た . そ の 他の
転移が み られ なか っ た細胞は M M P-2, M M P-3, M M P-9 い ずれ
1 2 3 4 5 6 T 89 柑 Il 12 柑 IJ 15 16 1T 18 1g 劫 21 22 欝 24 25 1お
C EL L LIN E $
Fig･4･ Meta static pote ntial of v a rio u shu m a ntu m or c ell lin e s a n alyzed by dete cting m eta sta siz ed hu m a ntu rn Or C ells in
embryo nic chicks u sing the polym er ase chain rea ctio n(P C R). Tu m or c eus w erein oc ulated into the chorio allantoic m e mbra n e
V ein ofthe chick embryo a nd DNA of e a ch embryo nicliv er w as e xtr a cted. A hu m a nβ-globin-related sequ e n c e(567bp)主n the
D NA fr o mthe chick liv er w as a mplified a nd dete cted by spe cific
32phlabeled oligo n u cle otide pr obe s. Radio a ctivity of a mplified
P C R-pr Odu cts w eてe m e aS ur ed by the im age a n alyz erB A lOO(Fuji film) a nd pr es e nted as(D N Ac o nte nts)/(te mplate D N AliLg): NL m er als lnthe abscis saindic ate c ell Iin e sde sc ribed in Fig. 1; ◆ , the a v e rage v alu e; ロ ー ロ , the r a nge fr orn
m a xim u mto minim u m v alu e s.
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の 発現も認め られ な か っ た . M M P-3 の 発現の み られ た 3細胞
の う ち , M G-63, P CL8 では弱く転移能を 示 した が , N K P Sで ほ
転移ほ み られ な か っ た . 以上 , M M Ps の 発現と 腫瘍細胞の 転移
能 との 間 に は 一 般 的に成立 する 関連 ほ認め られ な か っ た . しか
し間菓糸細胞 で ほ M M P-9 を 発現 して い る腫瘍細胞 の み が 転移
巣を形成 した .
考 察
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を 分解す る酵素 M M P,2, M M P-3, M M P-9 お
よ びそ の 阻害物質 である TIM P-1, TI M P-2の ヒ ト腫瘍由来培
Tablel. M etastatic pote ntial of
V a rio ushu m a ntu mo r ce11 1in e s
c ell lin e s m eta.
1 H Tl O80 +
2 M F H嶋S T N,D.
3 S A O S-2
4 S 正一 E S-1 +
5 M G-63 ±
6 U-20S
7 ⅩH OS 312 H
8 H O S
9 M N N G/H O S +
1 0 M K N 28
1 1 S T- KM
12 N A K AJIM A
13 K A T O Ⅲ
14 N U G C-4
15 N K P S




20 P C-8 土
21 P C-6
22 P C-3
23 C O L O 320 土
24 Hep-2 ±
25 T 24 +
26 K N 4l
Metastasis were a ss e ss ed by a n aly-
Zlng m eta Sta Siz ed hu m a ntu m o r
C ells in e mbryo nic chicks by pol-
ym er as e ch ain re a ctio n (PC R) as
de scribed in Fig. 4. M etastatic
pote ntialwa sdete rmin ed by r adio-
a ctivity of the P C R-pr Odu cts :
m etasta sis +, m O rethan l Ong/p
g ;士 . 0.5 - 10ng/〟g; - .le ssthan
O.5ng/p g; N.D., n Ot deter min ed.
細胞に お ける mR N A発現を調 べ , そ の 鶏卵法に よ る転移能と
の 相関を検討 した , ヒ ト腫瘍由来培養細胞 に おけ る MM Ps の
発現は 間英系細胞 と上 皮系細胞で は そ の 発現 に 明 らか な差がみ
られ た .
M M P-2 ほ閉業糸の 細胞 で は検討 した 9株全て に そ の 発現が
み られ 正 常線維芽細胞 で あ る K M S-6 に ても発現 して い たが,
上 皮系 の 細胞 で発現が あ っ た も の は17株中4株 に すぎなか っ
た ･ また 既に Collierら に よ り報告され て い る様に M M P-2の発
現が線維芽細胞で は み られ るが 正 常 の 上 皮細胞 で は み られ な
い 15)こ と よ り , M M P-2 の 発現 は腫瘍砿 特徴的 で ある と 言うよ
り も細胞 の 種類 に よ るもの と 考え られ る . 間菓系細胞に おける
こ の よう な M M P-2 の 恒常的な発現 ほ間葉系細胞を取り巻く細
胞外 マ ト リ ッ ク ス 成 分の 分解 と合成 , 問質 の 維 持 に お い て
M M P-2 が基本的な役割 を果た して い る こ と を示 唆す る . 上皮
系細胞 で M M P-2 の 発現が み られ た 4挟も鶏卵法 で ほ肝臓に転
移巣を形成 しなか っ た . こ れ ま で M M P-2 の mR N A発現と酵
素活性 が , C- H-r a S遺伝子に よ り 形質変換 した 気管支上皮細胞
株 に おけ る浸潤転移能と密に 関連す る▲2) 嘲 な ど , 癌 の 転移の 際
の M M P-2 の 関与が 報告 され て い るが , 今回 の 検討で は培養細
胞 に おけ る M M P-2 の 発現と転移能 と は 相関 ほ認 め られず,
M M P-2 の 発 現が転移能 の 指標 とは な らな い 事 が示 され た .
M M P-3 に つ い て ほ , そ の 発 現 ほ 検討 し た 2 6株中 3株
(M G-63, N K PS, P C-8) の み で み られ , 他 の M M Ps に比 して そ
の 発現が 限 られ て お りか つ 弱か っ た . また そ の 発現と転移能と
は関連ほ認め な か っ た .
一 方 M M P-9 の 発現は間葉系細胞 で は 9株中 6株 で 発現がみ
ら れ た が ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 造腫 瘍性 が な い H O S,
K H O S 31 2 Hで は M M P-9 の 発現 はみ られ な か っ た . H O S細
に M N N G処理 す る事 に よ り得 られ た M N N G/H O S細胞41) は
ヌ ー ド マ ウ ス で の 造腫瘍性 を持 ち , M M P-9 が 強 く発現 して い
た . また 正 常線維芽細胞 K M S-6 お よび その 株 化 した造腫瘍性
が な い K MS T
38) で は M M P-9 の 発現 ほみ られ な か っ た が , 活性
型 c-Hィ as 痛 遺伝 子 に よ り形質転換 し た 造腫瘍性 を 有する
K M S T-r aSに お い て M M P-9 の 発現ほ強く み られ る よ うに なっ
た . こ の 事ほ ! 痛遺伝 子 に よ り形質転換 した細胞株 に お い て ,
そ の 転移能と M M P-9 の 分泌 が 相関す る25 卜 27)こ と と 合致し ,
M M P-9 はそ の 発現が 悪性化形質と相関が ある と考 えら れ る .
鶏卵 法 に て 強く転移 が 示 され た H TlO 80, S K-E S→1, M N N G/
H O S細胞 で ほ M M P-9 の 発 現 が み ら れ , 特 に HT lO80,
S K-E S-1 で は M M P-9 の 発現が 高く TI M P-1 の 発現は低く, 相
対的 M M P-9 の 活性 が 高い 事が 予想 され た . 鶏卵法 に て 転移の
認め られ な か っ た細胞 の う ち , H O S, K H O S 31 2 H は M M P-9 の
発現が なく , S A O S-2, U-20Sで は M M P-9 は 発現 して い て も
TIM P-1 の レ ベ ル が 高く , 転移 の み られ な か っ た 細胞 で は
M M P-9 の 活性が低 い こ と が推測 され た . こ れ らの 事よ り 間菓
系細胞に お い て M M P-9 は癌細胞の 転移に 必要条件 の 一 つ とし
て重要な役割 りを果 た して い る と考え られ る . また 他の 転移形
成の 必要条件 と して TIM P-1 の 発現低下 が考 え られた .
しか し , 上皮糸細胞 にお い て ほ 強く転移 の み られ た K E L S,
T 24細胞 で は M M Ps い ずれ の 発現もみ られな か っ た . また ,
M M P-9, M M P-3 の 発現がみ られた N K P S細胞 では 転移がみら
れず∴試験管内培養に おけ る M M Ps の 発現 と転移能と ほ なん
ち相関が み られ なか っ た .
と こ ろ で M M Ps. の 発現ほ , MMP-3 は 12･0-tetr ade c an oyIp-
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horboト13-a C etate(T P A)
18}
, イ ン タ
ー
ロ イ キ ン ー1(Interle ukin-l,
IL-1)44 ト 46), ePider m algro wth fa ctor(E G F)
47)な どで誘導 され る こ
と が , MM P
-9 は T P A4 8)49), IL-1, 腫 瘍 壊 死 因子 α (tum or
necr osisfactor α , T N Fα)
50)な どで 誘導 され る こ と が報告され
てお り , 現 に M M P-9 の 発現 の 見 ら れ な か っ た T 24細胞も
T PA 刺激に よ り M M P-9, M M P-3 が誘導され5u , 試験管内培養
に て M MP-9 の 発現が み られ な か っ た 場合も遺伝子の 欠損 な ど
ではなく誘導可能な状態 に ある こ と が 判明 した . さ らに 腫瘍細
胞を ヌ ー F
､
マ ウ ス の 腹腔内に 投与する こ と に よ り M M P-9 が誘
導され る
58)こ とや , ヌ
ー ･ド マ ウ ス 移植細胞が移植部位 に よ りⅣ
型コ ラ ー ゲナ ー ゼ の 誘導 が起 こ る
52)53) こ と が 既 に 報 告 され て お
り, 生体内で ほ サ イ ト カ イ ン 等で M M P-9 が誘導 され る で あろ
う こと が推察 され る . 転移能と の 関連 を み る ため に は 生体 札
転移巣に おける発現 を検討す る事が必要と考 え られ た .
以上 , M M Ps と 転移と の 関連 に つ い て ま と め る と , 培養細胞
に おける M M P-2, M M P-3 の 発現と細胞 の 悪性化形質, 転移能
とは相関 はみ られ なか っ た . 間菓 系細胞 に お い て ほ , M M P-9
の 発現と ヌ ー ド マ ウ ス に おける造腫瘍性 な ら び に 鶏卵法 に よ る
転移能と に 関連がみ られ た . しか し, M M P-9 の 発現が あ っ て
も転移の み られ な い 細胞が あ り, M M P-9 の 発現 は転移 に お い
て十分条件で は な い と考 え られ る . 転移 に 関与す る因子の 1 つ
として TI M P-1 の 発現 の レ ベ ル が影響す る こ とが 考え られ た .
TI M P-1 の 発現量を ア ン チ セ ン ス R N Aに よ り低下 さ せ る と
S wiss3 T 3細胞が造腫瘍性を獲得す る こ と54), リ コ ン ビ ナ ン ト
TI M P-1 に よ り実験的癌 の 浸潤転移が抑制 され る55 ト 57)こ とな ど
より, TI M Ps は M M Ps の 働 きを 阻害す る こ と に よ っ て 転移の
抑制因子と し て 働く と 考 え られ る . 転移 能 の 高 い 細胞 で は
TI M P-1 蛋白の 量が 少な い58)との 報告もあ る . 鶏卵法 で 転移 が
認め られ た H TlO80, S K-ES-1, K K L S では TI M P-1 の 発現が 少
なく, 反対に M M P-9 の 発現 は あ っ た が TIM P-1 の 発現 が高
か っ た N K P S, A O ST2, U-20S細胞 で は 転移ほ認め られ な か っ
た . これ らの こ とよ り転移抑制 に 対す る TI M P-1 の 関与が 示 唆
され た . また , 試験管培養に て M M P-9 の 発現が み られ な か っ
た場合で も生体内で は サ イ ト カ イ ン 等で 誘導 され る で あろ う こ
と が推察され た . M M P-9 の 活性 は , m R N Aへ の 転写 の 段 階,
タ ン パ ク の 合成量 , 活性化, そ して 阻害物質 TIM Ps との バ ラ
ン ス と他段 階 で 調節 され て い る . 今後は , 生体内, 転移形成時
に おける M M Ps の 発現誘導 , 活性化 , TI M Ps と の 関連に つ い
ても検討 して い く予 定 で ある .
結 論
ヒ ト腫瘍細胞株26種に おけ る Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解に 関わ る
酵軋 M M P-2, M M P-3, M M Pr9 およ び そ の 阻害物質 TI M P-1,
TIM P-2 の m R N A発現な らび に 鶏卵法 に よ る転移能 を比較 ,
検討し, 癌 の 転移に お け る M M Ps の 役割を検討 した .
1 ･ M M P-9 を 発現 して い る 間菓系細胞の うち , 7例 中 3例
が転移能を示 し , これ ら3例の 細胞 で ほ 2例 に TI M P-1 の 発現
低下が認め られ た .
2 ･ M M P-9 を発現 して い ない 間菓系細胞ほ鶏卵法 で 転移能
がほと ん どみ られ なか っ た . M M P-9 を 発現 して い て転移 が み
られなか っ た 間葉系細胞 では TIM P-1 の 発現が 高か っ た .
3 ･ 上 皮系細胞で は MM P-9 の 発現 と転移能 とは 相関が み ら
れなか っ た .
4 ･ M MPT2, M M P-3 の 発現ほ 間葉糸 , 上 皮系い ずれ の が ん
細胞に お い て も転移と相関はな か っ た .
以 上 の 事 か ら 間菓系細胞 に お い て ほ M M P-9 の 発現 と
TIM PLl の 発現低下 が転移能 の 指標 と な り得 る が , M M P-2,
M M P-3 に つ い て は そ の 試験管培養で の 発現 は転移能 の 指標 と
ほな り得な い 事を結論 した .
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Expr essioT "f Matrix Metalloprotein as esin V arious Hu m a nT bm o rCell Lin e$ Co mpared with T heir Meta$tatic
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Key w ords m atrix m etal10pr Otein ases(M M Ps), type Ⅳ c ollagenas e, tiss ue in hibtors of m etalloprotein ase(T I M Ps),
C a n C er耳IetaStaSIS
A bstr act
note olytic en zymeS S uCh astype Ⅳ co11agen ase ar etho ught toplay a nimportant r olein tu m orinva sion and m etastasis.
7b dete rmine whetherthese e n zym es c o ulds erve a sindic ators of m etastatic potential, eXpreSSion of m etalloproteinases
(M M Ps)which c andegTadetype Ⅳ c olagen and theirinhibitors,tissueinhibitors ofm etaloproteinase(TI MPs),in v arious
Cel1 1in es w ere e xa min ed. Northe rnhybridiz ationof m RNA fbr M M P-2, M M P-3, M MP-9, TI MP-1 and T M P-2負･O m26
h um an t um Or C el1 1in s w ereperfbr m ed･ Fu rther m ore, m e ta Staticpotentials of these cells we r e an alyzedin chick e mbryo.
廿 an S C nPtSforM M P-2 we r e expres s ed in al 1m esenchym alcells a nd in 4 of 1 6epi thelial cels and thesefor M M P-9 w ere
e xpressedin 70f lO m esenchym alcells andin 2 0f 16epi 血elialc ells･ Only30f 26testedtu m or cell lines expressed M MP-3
mRN A･ Ⅴ誠 o us e xpressionlev els w ere obse rv ed fbr TI M P-1･ A lm ostallcell lines w ere e叩reSSed at thes am elevelofmm ･
SC nptlO nforTIM P-2･ T hr ee m esenchym alcell lin es and 2epithelialcell lin es sho w eda higher m etastaticpotential inchick
e mbryo ･ Mes en ch ymalcell lineswhich e xpressed M M P-9 were show ntobe m etastatic, W her e as2highm etastadccel lines
Ofepithelialorigin show ednotranscriptsfbr M M Ps･ T herew a sno c or r elado nbetw ee n m etastatic ability a ndexpresion of
tr an SC nPtSfor M M P-2 and M M P- 3. H igh levels of T I M P-1 expre s sion w ere observ ed in non- m e ta St atic ce11s which
express ed M M P-9 while10W levels of TIM P-1 expressio n w e re observed in m etastatic cells of m esen chym al orlgin. Our
data s uggests thattheenhan cedexpresion of M M P-9and decreasedlev els of T I M Pr lexpre ssionha ve a slgni負ca nt c orrela-
tion wi thm etastatic potentialin mesen chym alc ells . How e v er, the expressio n of M M P-2 and M M P-3hadn o evident rela-
tio nshipto m etasisin c ontradiction toreports fro m otherlaboratories.
